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論文内容要旨
 胆汁酸は従来脂肪酸のミセル形成を介しての消化吸収に関与する物質と考えられてきたが,近
 年,生理活性物質として生体内で機能していることが明らかとなりつつある。トランスポーター
 により細胞内に取り込まれた胆汁酸はfamesoiclX-activatedreceptor(FXR)等の核内レセプ
 ターと結合して自身の輸送・合成に関与する遺伝子の発現を制御するのみではなく,種々の細胞に
 おいて発癌,癌の転移,浸潤に関与しているという知見が得られている。特に大腸癌においては
 p53抑制やactivatorprotein-1(AP.1)誘導を介した発癌促進,matrixmetalloproteillase.2
 (MMP-2)やcyclooxygenase-2(COX-2)の誘導を介した癌転移の増加等様々な報告が散見さ
 れる。最近肝細胞癌,胆管癌においても胆汁酸がepldermalgrowthfactorreceptor(EGFR)
 の活性化を介しCOX-2を誘導するとの報告がなされ,恒常的に胆汁酸に曝露されている肝胆道
 系細胞においても胆汁酸が発癌,癌の転移,浸潤に関与していることが示唆されている。
 本研究ではまず,cDNAマイクロアレイ法を用いて各種肝胆道系細胞で胆汁酸により誘導さ
 れる新規癌関連遺伝子同定を試みた。3種のヒト肝胆道系由来細胞株(THLE-3;正常肝細胞,
 Hep3B;肝細胞癌,HuCCT4;胆管癌)にchenodeoxycholicacid(CDCA)を添加,遺伝子発
 現変化の解析を行ない,胆汁酸によって発現調節される新規遺伝子の一つとして転写因子Snan
 を同定した。Snai1はEpitheria1-mesenchymaltransition(EMT)のmasterregulatorの一
 つである。種々の癌細胞においてSnai1の高発現は細胞間接着因子であるE-cadheri11を抑制し,
 癌の転移,浸潤を促進させることが明らかとなっている。肝細胞癌においても腫瘍の被膜浸潤の
 有無とSnai1の発現に相関が認められることが報告されている。ヒト肝癌細胞由来培養細胞株
 Hep3Bを用いた解析では,実際,CDCA添加にてmRNAレベルでSnailの誘導,E-cadherin
 が抑制されることが確認された。Snailpromoter領域を単離し1uciferaseassayを施行。各種
 胆汁酸のなかでCDCA,Lithocholicacid(LCA)が濃度依存性にSnai1転写活性を上昇させた。
 Snailpromotersequenceには既知のbileacidresponseelement(BARE)類似配列は確認で
 きなかった。胆汁酸反応領域の同定のため欠失変異体を作製,解析を行った。Snail転写開始点
 より一111～一24bpに重要な配列が存在することが示唆され,同部位に存在するnuclearfactorY
 (NF-Y),stimulatingprotein1(Sp1)結合領域にmutationを入れることにより胆汁酸反応
 性の低下を認め,NF-Y,Sp1が胆汁酸添加によるSnai1誘導に関与していることが示唆された。
 一方,AP4結合領域のmutantではwildtypeと比較し転写活性に変化は認められなかった。
 細胞移動能の変化をwoundhealingassay,浸潤能の変化をinvasionassayにて評価した。
 CDCA,LCA添加により細胞移動能,浸潤能共に増加していた。さらに,Snailshortillterfer-
 enceRNA(siRNA)をtransfectionしSnailを抑制すると,胆汁酸添加によるE-cadherinの
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 抑制は減少,細胞浸潤能の変化も消失した。胆汁酸が細胞浸潤能を増加させる過程にはsnailの
 誘導が必須であることが示唆された。
 本研究により,胆汁酸が転写因子Snai1を誘導し細胞浸潤能を増加させることが初めて明らか
 とされた。このSnail誘導のメカニズムを解明することが,新しい癌治療へつながる可能性が示
 唆された。
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 審査結果の要旨
 従来,胆汁酸は生体内で脂肪酸の消化吸収に関与する物質と考えられてきたが,近年生理活性
 物質としての機能が注目されている。これまで大腸癌においては高濃度の胆汁酸曝露と発癌,癌
 の進展との関与が研究されてきたがその詳細は未だ明らかにされていない。また,常に胆汁酸に
 暴露されている肝臓,胆管細胞においても胆汁酸と発癌,癌の進展との関与が示唆されてきてい
 るが,これらに注目した研究は少ない。
 本論文では複数の肝胆道系細胞株にてcDNAマイクロアレイ法を用い胆汁酸が誘導する遺伝
 子群の網羅的解析を行い,肝胆道系細胞において共通に胆汁酸によって誘導されうる遺伝子群が
 抽出された。現在まで肝胆道系細胞でのこのような解析の報告はない。またそのなかで
 Epitherial-mesenchymaltransition(EMT)のmasterregulatorの一つである遺伝子Snail
 に着目しその誘導機序をpromoterassayにて検討した。またSnai1の誘導により細胞接着因
 子E-cadherh1が抑制されることを,RNAレベル,蛋白レベルにて明らかにした。これまでに
 胆汁酸によるSnailの誘導やE-cadherinの抑制を検討した研究はなく,本論文は極めて独創的
 である。また,SnailsiRNAを用いた実験系により,胆汁酸によるE-cadherinの制御にSllai1
 の誘導が必須であることを本研究は証明している。さらに本論文ではinvitrowoulldheaking
 assay,invasionassayにより,胆汁酸添加による細胞移動能,浸潤能の亢進を確認しており,
 この変化もSnailの誘導が関与している'可能性を明らかにした。以上の結果より,Snailの誘導
 を阻害することが肝胆道系の癌細胞の浸潤・転移を抑制する可能性が示唆されることから,今後
 の肝胆道系の癌治療への臨床応用が期待される。
 以上のように,本論文は新規知見に富み,その論旨も論理的・科学的であり,東北大学大学院
 医学博士の学位論文として値するものである。
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